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Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfaHs mi den dazugehongen Anlagen - dem international BOro 
Werterteitung an alle ausgewahlten Amter ubermrttelt. 



zur 



„ h Bines ausq™,^. ..ird das Internationale BOro eine Obersetzung des Berichts Qedoch 
mSR fns TngUsch; anfertigen und diesem Amt ubermrtteln. 



Auf Wunsch eines ausgewahtten Amts wird 
nichtder 



4 ERINNERUNG 

zum Eintrit. in die nationals Phase ha. da, AnmeWer veHedem 
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M a,na m ausgawWen Am. eine ^^^^SA£^^P^^ 

M^rTS^^^ und den be,ro,fenen auS9 

Amtern direkt zuzulerten. _ 
WeKere EinzeiheHen zu den maB gebenden Fhsten und Enordemissen da, ausgewahHen An,ar s,nd Band 
des PCT-Leitfadens fOr Anmelder zu entnehmen. 

Der Anmelder wird auf Artike. 33(5) hingewiesen bSSS£^S£^ nur 

erfindCrTsche Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkert . die im ' ^JSgVertSgsstaat (...) fur die 

und Stutzung der Anspruche betreffen. 
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Formblatt PCT/IPEA/416 (Januar 2004) 



VERTRAG UBER INTERNATIONALE ZUSAMME^RBEIT AUF DEM 
vtM «mo ^ft=BIET DES PATENTWESENS^ 

PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
2941 5P WO 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP 03/13964 



. siehe Mitteilung Ober die Ubersendung des intemationalen 

WEITERES VORGEHEN ^figen PrOfungsberichts (Formblatt PCT/IPEAM16) 



Internationales Anmeldedatum (TagMonaUlahr) 
09.12.2003 



Prioritatsdatum (TagMonaVUahr) 
09.1 2.2002 



Internationale Patentklassffikation (IPK) Oder nationale Klassifikation und IPK 
C12N15£7 



Anmelder 

F. HOFFMANN-LA ROCHE AG et al. 



3. 



Dieser Internationale voriauf.ge Prufungsbericht wurde von der mX der intemattonalen vorlauf.gen PrQfung 
^auttrLgten Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 uberm.ttelt. 

Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 5 Blatter einschlieBHch dieses Deckblatts. 
PCT). 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 4 Blatter. 



Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

| 03 Grundlage des Bescheids 

Prioritat , „ . 

Keine Erstellung eines Gutachtens Qber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbl.che Anwendbarkert 

Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

BeorOndete Feststellung nach Regel 66.2 a)ii) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
i AnwendbLkeit; Untlrlagen und Erklarungen zur StOtzung d.eser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 
Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 
Bestimmte Bemerkungen zur intemationalen Anmeldung 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 
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Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



08.03.2005 

Bevollmachtigter Bediensteter 
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JD-B0298 Munchen 
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Meyer, W 
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INTERN ATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBER1CHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP 03/1 3964 



Grundlage des Berichts 



Beschreibung, Seiten 

1-31 

Anspruche, Nr. 

1-23 



in der ursprunglich eingereichten Fassung 

eingegangen am 24.1 1 .2004 mit Schreiben vom 24.1 1 .2004 



Zeichnungen, Blatter 

1/16-16/16 in der ursprunglich eingereichten Fassung 

unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur VerfOgung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um: 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der international Recherche eingereicht worden ist 
(nach Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Obersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlauf.gen Prufung eingereicht 
worden ist (nach Regel 55.2 undtoder 55.3). 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schnftl.chen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Januar 2004) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBER1CHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP 03/1 3964 



5 ° -^SornSi« 

eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punkt 1 hinzuweisen; sie sind diesem Bericht 
beizufugen.) 
6. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



Feststellung 
Neuheit (N) 



Ja: Anspruche 1-23 
Nein: Anspruche 
Ja: Anspruche 1-23 
Nein: Anspruche 
Gewerbliche Anwendbarkeit (I A) Ja: Anspruche: 1-23 

Nein: Anspruche: 



Erfinderische Tatigkeit (IS) 



2. Unterlagen und Erklarungen: 
siehe Beiblatt 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBER1CHT - BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP 03/1 3964 



^^7e Feststellung hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und 
der gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung d.eser 



Feststellung 



1. 



3. 



Der veranderte Anspruchssatz, de mit dem Schreiben vom 24.1 1 .2004 eingereicht 
wurde, ist gemaB Artikel 19(2) und 34(2) PCT zulassig. 

Es wird auf das/die folgende/folgenden Dokument/e verwiesen: 
D1 ■ STENSTROM C MAGNUS ET AL: "Cooperative effects by the initiation codon 
" and ist flanking regions on translation initiation" GENE (AMSTERDAM), Bd 
273, Nr 2, 8. August 2001 (2001-08-08), Seiten 259-265, XP002285920 ISSN: 

0378-1119 

Das Dokument D1 wird als nachstliegender Stand der Technik gegenuber dem 
Gegenstand des Anspruche 1 -24 angesehen. Es offenbart die Purin re.che 
Shine-Dalqamo (SD) Sequenz, welche einige Basen Stromaufwarts von der mRNA 
mitations Seite liegt unterstutz Translation Initiation. Die Codon Sequenz fluBabwarts 
der FluBabwarts Region (DR), beinhaltet, den + 2 Codon, der unmittelbar dem 
Initations Codons folgt, ist auch sehr wichtig fur Initiation Effizienz. H.erbe. wird die 
Interaktion dieser drei Initations Determination fur die Genexpress.on in E col. 
untersuch. Hierbei konnte festgestellt werden daB stark Expression E col. Gene be. 
dem Startcodon folgenden + 2 Codon einen hohen Gehalt an Aden.n Aufwe.sen. 

Der Gegenstand des Anspruche 1-24 ist somit neu (Artikel 33(2) PCT). 

Die mit der vorliegenden Erfindung zu losende Aufgabe kann somit darin gesehen 
werden, daB ein Verfahren zur optimierten Herstellung von Proteinen bere.tgestellt 



wird. 



Die in Anspruche 1-24 der vorliegenden Anmeldung fur diese Aufgabe 
vorgeschlagene Losung beruht aus den folgenden Grunden auf einer erf.ndenschen 

Tatiqkeit (Artikel 33(3) PCT): . 

Der Fachmann kann nioht unmittelbar erkennen, daB die Bere.tstellung e.ner fur das 

Protein kodierenden Nukleinsauresequenz, wobei 3'-seitig des 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA-April 1997) 



INTERN ATIONALER VORLAUFIGER 
PRIIPUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP 03/1 3964 



Translationsstartcodons eine heterologe Nukleinsauresequenz .m korreWen 
Leserasster eingefugt wird, die so gewahlt wird, da(B in emem Abstand von 6-30 
Nukleotiden 3'-seitig des Translation-Stratcodons eine Stem-Loop-Struktur 
ausgebildet wird, das dies zu einer Optimierung der Prote.n Synthese fuhrt. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 2) (EPA-April 1997) 



?4- 1,1 -2004;. 



10/^8405 

JC17Rec'dPCT/PT0 09 JUN 2005 



PCT/EP03/13964 
2941 5P-WO/WWPBpu 



Neue Anspruche 1 bis 23 



1, Verfahren zur Herstellung eines Proteins, umfassend die Schritte: 

(a) Bereitstellen einer fur das Protein kodierenden Nukleinsauresequenz, wobei 
3'-seitig des Translations-Startcodons eine heterologe Nukleinsauresequenz 
im korrekten Leseraster eingefugt wird, die so gewahlt wird, dass in einem 
Abstand von 6-30 Nukleotiden 3'-seitig des Translations-Startcodons eine 
Stem-Loop-Struktur ausgebildet wird, 

(b) Bereitstellen eines zur Expression des Proteins geeigneten 
Expressionssystems und 

(c) Einbringen der Nukleinsauresequenz gemali (a) in das Expressionssystem 
gemaft (b) unter Bedingungen, dass eine Stem-Loop-Struktur ausgebildet wird, 
worin die Lange des Stem im Bereich von 4-1 2 Nukleotiden ist 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , weiterhin umfassend das Gewinnen des Proteins. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 Oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die eingefugte heterologe Nukleinsauresequenz eine Lange bis zu 201 
Nukleotiden aufweist 

4. Verfahren nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die eingefugte heterologe Nukleinsauresequenz eine Lange bis zu 45 
Nukleotiden aufweist. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die Stem-Loop-Struktur in einem Abstand von 12-21 Nukleotiden S'-seitig des 
Startcodons ausgebildet wird. 



6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Bereich der heterologen Nukleinsauresequenz, der 5'-seitig der Stem- 
Loo p-Struktur liegt. selbst keine Sekundarstruktur ausbildet und keine 
Sekundarstruktur mit der 5"-untranslatierten Region der fur das herzustellende 
Protein kodierenden Nukleinsauresequenz eingehen kann. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass der Bereich der heterologen Nukleinsauresequenz, der 5'-seitig der Stem- 
Loop-Struktur und 3'-seitig des ATG-Startcodons liegt. einen GC-Gehalt von <50 % 
aufweist. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7. 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man ein in vitro Expressionssystem verwendet 

9. Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man ein prokaryontisches in vitro Expressionssystem verwendet. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das prokaryontische in vitro Expressionssystem Lysate von gram-negat.ven 
Bakterien. insbesondere von Escherichia coli, oder gram-positiven Bakterien, 
insbesondere Bacillus subtilis. enthalten. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 8, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man ein eukaryontisches in vitro Expressionssystem verwendet. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das eukaryontische in vitro Expressionssystem Lysate von Saugerzellen, 
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insbesondere von Kaninchen, Reticulocytes humanen Tumorzelllinien, 
Hamsterzelllinien, oder anderen Wirbeltierzellen, insbesondere Oozyten und Eiern 
von Fischen und Amphibien, sowie Insektenzelllinien, Hefezellen, Algenzellen oder 
Extrakte aus Pflanzenkeimen enthalt. 

1 3. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man ein prokaryontisches in vivo Expressionssystem verwendet. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man eine prokaryontische Wirtszelle als Expressionssystem verwendet. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man eine gram-negative prokaryontische Wirtszelie, insbesondere eine E.coli 
Zelle, oder eine gram-positive prokaryontische Wirtszelle, insbesondere e.ne 
Bacillus subtilis Zelle, verwendet. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man eine eukaryontische Wirtszelle als Expressionssystem verwendet. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man eine Hefezelle, eine Insektenzelle oder eine Wirbeltierzelle, 
insbesondere eine Amphibien-, Fische-, Vogel- oder Saugerzelle, verwendet. 

18. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass man einen nicht-humanen eukaryontischen Wirtsorganismus als 
Expressionssystem verwendet. 



19. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Bereitstellen der fur das Protein kodierenden Nukleinsauresequenz durch 
Klonierung, Rekombination oder/und Amplifikation erfolgt. 

20. Verfahren nach Anspruch 19, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass das Bereitstellen eine Zweistufen-PCR umfasst. 

21. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 20, 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die fur das herzusteilende Protein kodierende Nukleinsauresequenz oder/und 
die heterologe Nukleinsauresequenz zumindest teilweise eine an das jeweiligen 
Expressionssystem angepasste Codon-Nutzung aufweisen. 

22. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 21 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dass die heterologe Nukleinsauresequenz einen fur eine Aufreinigungsdomane 
oder/und einen fur eine Proteinase-Erkennungsdomane kodierenden Abschnitt 

enthalt. 

23 Reagenz zur Herstellung eines Proteins, umfassend 

(a) eine zu der fur das Protein kodierenden Nukleinsauresequenz heterologe 
Nukleinsauresequenz, die im korrekten Leseraster in die Protein-kodierende 
Nukleinsauresequenz eingefugt werden kann, und die in einem Abstand von 6- 
30 Nukleotiden 3'-seitig des Translations-Startcodons eine Stem-Loop-Struktur 

ausbilden kann, und 

(b) ein zur Herstellung des Proteins geeignetes Expressionssystem. 



